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Abstract (Basic) : EP 417563 

Insoluble TNF-BPs, or soluble and insoluble fragments of these (55 
or 75 kD-SDS PAGE) , in homogeneous form, and their salts are new.. DNA 
sequences (I) encoding TNF-BPs, and derived amino acid sequences are 
given in the specification. (I) consists of a sequence encoding a 
TNF-BP and a sequence encoding all domains, except the first domain, of 
the human Ig having chain constant region (IgG, IgA, IgM, IgE, esp. 
IgM, IgG, type 1 or 3) . TNF-BP can be prepared by culturing hosts, e.g. 
mammalian or insect cells, transformed with a vector containing- (I), 
and isolating and purifying the product. 

USE / ADVANTAGE - TNF-BP is used in a therapeutic product, and as 
an antigen for the production of mono- and polyclonal antibodies. 

In an example specific TNF-binding capacity at various concns. is 
measured in a filter test: Kd = 10 power (-9) -10 power (-10) M. §<26pp 
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© TNF-btndende Protein©. 



© Die voriiegende Crfindung betrifft ntchtJdstiche Protelne sowie I6sllche Oder rtlchtlo'sliche Fragments davon. 
die TNF biriden. in homogener Form, sowie deren physitogisch vertrflgBchen Sake, insbesondere solche 
Protelne mit einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nichtreduzierende SDS-PAGE-Bedingungen), 
Verfahren zur Isolierung solcher Protainen Arttikfirper gegen solche Protelne. ONA-Sequenzen, die fOr nichtlfisB- 
che Protein© sowie ISafiche Oder mchtfSsliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren, wie solche. die fOr 
Protelne kodieren, die zum einen Teil aus einem ISsfichen Fragment das TNF Wndet und zum anderen Tetl aus 
alien Oomanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner Immungtobuilne bestehen 
und die davon.kodierten rekombfnanten Proteine wie Verfahren zur deren Hersteilung mltleis transformierter pn> 
wie eukaryotischer Wirtszellen. 
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TNF-BINDENDE PROTDNE 



Tumor Nekrosis Faktor a (TN Fa, auch Cachectin). auf Grvnd seiner riaemorragisch-riekrotisierenden 
Wirkung auf bestimmte Tumoren errtdeckt und LymphotoxJn (TNFfl) and zwei nahe verwandte Peptfdfakto 
ran [3] aus der Klasse der LymphoWne/Cytokine, die im folgenden beide als TNF bezeichnet warden [siehe 
Uebersichtsarberten 2 und 3]. TNF verfOgt Ober ein breftBa zellutires VVWcungsapektrum. BeJspteisweise 
s besitzt TNF inhlbierende oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Turrtorzeiifinien [2,3]. atoufiert die 
Proliferation von Rbroblasten und die phagozylierBnde/cytotOMache Akfivttflt von myetoiacnen Zeiten 
[4.5,6]. fnduziert Adh5sionsmotek0le in Endothelzeflen oder Obt eine Inhlbierende Wirkung auf Endothel ana 
[7 AS, 10], inhibiert die Synthase von spezifischen Enzyrnen In Acfipozyten [11] und Induzfert cfie Expression 
von Histokompabl)*irtatsantigenen (12 J. Manche dieser TNF-Wirkunoen werden Qber eine Induktion von 

io anderen Fafctoren oder durch synergistische Effekte mh anderen Faktoren, wie beispiefcweise tTterferonen 
Oder (nterleuidnen erziett [13-16]. 

TNF 1st bei einer Reihe von Pathologlschen Zustanden, betsplefsweise Schockzustfinden bei 
Meningococcen-Sepsls [171 bei der EntwickJung von Autoimmur^iomenilortephritls bei MSusen [18] Oder 
bei cerebraler Malaria bei M2usen [19] und beim Menschen [41] involviert. Qanz ailgemein scheinen die 

rs toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu aein [20]. Wefterhin kann TNF wie lnterleukjn-1 
Reber ausiosen [39]. Auf Grund der ptefotropen funktionellen Bgenschaften von TNF kann man arwehmen. 
dass TNF in Wechserwirkung mrt anderen CytoWnen bei einer ganzen Reihe welterer pathologischer 
ZustSnde als Mediator von Immunantwort EntzOndung oder anderen Prozessen beteiiigt 1st. 

Diese biotogischen Effekte werden durch TNF Ober spezffische Rezeptoren vermittelt, wobei nach 

20 heutigem Wissensstand sowohl TNFa wie TNFfl an die gteichen Rezeptoren binden [21 J. Verschiedene 
Zelltypeji unterschekJen sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23.24]. Solche ganz ailgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktfv markJertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Moiekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Kompiexe ermrttett wurden: 95/100 kO und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25] t 138 kD, 90 kD, 75 kO und 

2S 54 kD [26]. 100 ±5 kD [271. 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mrtteis ant»-TNF-Antikorper- 
ImmunoaffinitatschromatDgraphie und praparativer SDS-Polyacryiamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27], Die reduktive SpaJtung dieses Kompiexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die ailerdings nicht auf TNF-BindeaktivitSt 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen. die zu der SpaJtung des Kompiexes verwendet werden 

30 mOssen. zur Inaktivierung des Bindeprotelns fuhren [31]. ist letzteres auch nicht mOgiich gewesen. Die 
Anreicherung von lOslichen TNF-BP aus dem humanen Serum Oder Urin mittels lonenaustauscher- 
* Chromatographic und GeffiRration (Moiekulargewichte Im Bereich von 50 kD) wurde von Oisson et al. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhieiten durch TNFa-LH^denaffioftfitschromatographie und HPLC aus Membran- 
es extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-PrSparation, die wiederum als Antigenprfiparation zur 
Herstellung von monoWonaJen Antikdrpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobiGsierten AntfkSrpers (ImmunaffiaitStschromaiographie}. wurde mittels TNFa-UgandenafflnJ- 
tStschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte. Preparation von TNF-BP erhalten, die in der SDS-PAGE-AnaJyse eine Starke breite 
40 Bande bei 35 kD. eine achwache Bande bei etwa 40 kD und eine eehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Obrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Wnbfick auf ole 
HeterogenitSt des verwendeten Ausgangsmateriais (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placenten) nfcht kiar. 

4$ Gegenstand der vortiegenden Erfindung sind nichtJdsfiche Proteinen d-h. beispiefsweise Membranprotet- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und HJsOche Oder nichtftsliche Fragmertte davon. die TNF binden (TNF 
BP), in homogener Form, sowte deren Physiologlsch vertrSgBche Seize. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gema*ss SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Mdekirfargewichte von etwa 
55 kD. 51 kD, 38 kD. 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charakterisiert sind, Insbesonders solche mlt 

so ' etwa 55 kD und 75 kD. Wetorhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Uu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg^^ 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Thr-Pro-GM.ys-Glu^ly-Glu-Leu^to^ 
(IIA) Ser-GlrvLeu-Glu-Thr-Pro^lu-7hr4^ 
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(118) Val-Phe-Cys-Thr ' 
(lIOAsn-Gln-Pro^In-Ala-Pro^ly-Val-Glu-Ala-Sef-Qly-Ala-Gty-G'u-A 18 

(IID) Uu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-F1ie-X-Pro-Tyr-Ate-Pro^lu-Pro^3ly-S«r-Thr-C^ 

(IIE) lle-X.Pr«>GlyPt»*GlyVal-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-<3lu 

(IIF) Uu-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-His-Leu-Prc- Ala-Asp ... 

(IIH) Gly-Ser-GlrvGly-Pro-GliH3ln-Glr>-X-X-ieu-ne-X-Ala-Pro wobei X Kir elnen Amlnosaurerest steht. dar 

nicht eindeutig bestjmmt worden konnte. 

Im Stand der Tochnik sind berate TNF-BP durch eine N-terminale Teilsequenz charakterWert worden 
fEurbpSische PatentanmeWung mit der PubCkabons-Nr. 308 3781 wobei sich diese Sequenz von der 
erfindungsgemassen N-termlnalen Teilsequenz gemSss Formel (IA) unterscheWet Un Qbrig^ r»nde(t « 
sich aber be! den Im Stand der Technlk t»senriebeoen TNF-Bindeprotelnen urn aus dem Unn Isoflerten 
Bsnchen d.h. nicht membrangebundene. TNF-BP und nicht um membrangebundene. d.h. unlOsflche. TNF- 

^Gegenstand der vorfiegenden AnmeWung sind auch Verfahren zur tsollerung der e^urigsgemSssen 
TNF-BP Diese Verfahren sind dadurch charakterlslert dass man Im wesentfichen die '^ervden Relnl- 
gungsschritte nachelnander ausfOhrt: Herstellung aloes Ze.l- oder ^^'^•^^^^ 
tographie und/oder ein- Oder mehrtache UgandenafnrUUtschromatograph.e. ^f^^^^ 
Xatographie (HPLC) und operative SDS-Po l yecry.amidgelelekt ro poore*8 Jf°^f ^ e _^ b '" a ; 
ton der ius dem Stand der Technik bekannten elnze.nen Reinigungsschntte 1st fur der , EtJqI I des 
erfindungsgemSssen Verfahrens essential!, woba. einzelne Schritte Im Rar«r*n der zu l&senden Aufgabe 
mcSrt und verbessert wurden. So wurde beispielswelse der ursprOngUch fur d,e A^*rung von TNF- 
BP aus humaner Placenta [31] verwendete komblnlerte Imrm-r^nratschromatoc^prue-'TNFa-Ugandenaffi- 
nraSla^raphie-Schit, dadurch abgeandert, dass eine BSA-Sepharosc ^orsaule ) Verwendet wur- 
de O^se VoSuTwurde zum Auftrag des Zell- Oder Membranextraktes in fWhe rnrt der ^ur^ffm,^- 
•L und gefokjt von der Ugandenaffinitatssaule geschaKet Nach Auftrag des ***** wurden die buden 
zlmgenaUn SSu.en abgekoppelt jede fQr sich eluiert und die TNF-BP-akt,van Fr^oner wurden 
nochmals Ober eine Ugandenaffinrtatssaule gereinigt Erfindungswesentiich fOr die DurcrtfUhrung des 
Umkehrphasen-HPLC-Schrittes ist die Ver*endung elnes Oetergens-haltigen L6sungsmmelgem l sches. 

Femer Ist auch ein tachnlsches Verfahren rum Erziaten hoher Zelldichten von ^urjerrelten. aus denen 
TNF-BP isoliert werden konnen. Gegenstand der vorfiegenden Erfindung. Bn solches Verfahren zelchnet 
sich dadurch aus. dass ein Medium, welches JOr die spezifischen WachstumserforrJem-sse denre^ndeten 
SSrelckeH wurde. In Verbindung mit einer wie z.B. im Detail In Be.spie. 2. to* ebenen 
Perfusionsapparatur verwendet wird. Mittels eines sotehen Verfahrens lassen sich be.spielswe.se fur HL-60- 
Zellen bis zu mehr als 20-fach hfihere ZelWichten als ObEch eraelen. ^ M , tt ^ 

Zusatzlich dazu betritft die vortiegende Erfindung auch DNA-Sequenzen. die fur Proteme , und Wsl.che 
Oder nicht.6s.iche Fragmente davon. die TNF binden. kodieren. ^^11!^ ^^'1?^ 
zen zu verstehen. die fOr nichtlBsfiche Proteine oder losliche wie nicht WsBche Fragmente davon. die TNF 
binden. kodieren. wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden au^hlbar sind: 
«o (a) DNA-Sequenzen. wie sie in Rgur 1 oder Rgur 4 dergestellt sind. wie deren komplementSre SfrSnge. 
oder solche. die diese Sequenzen umfassen; 

(b) DNA-Sequenzen. die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisleren. 
S DNA-sSoenzen die auf Grund der Entartung des geoetischen Codes r-chtmJt Sequenzen. wie urter 
S und Wdefinierte. hybridfeieren. aber die fUr Polypeptide mit genau gWcher Amlnosaumsaquara 

* ^aTheW dass von der vorfiegenden Erfindung nicht nor aileOsehe Vartanten, aondem auch solche 
ONA-Sequenzen umfasst sind. die sich durch Deletionen. Substrtutiooen ^ und ^ff^JT^r^H™ 
mehreren NuWaotiden der in Rgur 1 bzr-. 4 dargestelHan Sequenzen i^Mai ^^J^ 9 " 
kodierten Proteinen nach wie vor um TNF-BP handalt Bne Sequenz. die sich durch alne solche Deleton 
eroibt ist beispielswelse In Sdence 246 . 1019-1023, (1990) boschrieberu 

Bevorzugt sind einmal solche Dm-Sequenzen. wetehe fur ein totehes Protein mK einem «*e^" 
Molekulargewicht voo etwa 55 kD kodieren. wobei die in ^^J> d< ^^^^^^ 
bevorzugm wie Sequenzen. die fOr ntent«sUche wie i8sDche Fragr^r^ wk^Prc^^erer, 
Bne oS-Sequenz. die beisp.elswe.se fOr In alohas nkhWrtch« 

NukteoM -185 Ws 1122 der In Abbildung 1 gezelgten Sequenz. DNA-Sequenzea die fOr •»^ P ^T 
Fragmente kodieren. sind beispielsweise solche. die von Nukleotid -185 Ws 633 bzw^von NukteoM -14 b.s 
$33 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz relchen. Bevorzugt sind ebenfalls DNA-Sequenzen. die fur em 
Protein VonXa 75^5 kD krJeren. wobei solche. die die tn Rgur 4 dargesteUte Parte.* cDNA-Sequenzen 
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5 Schkeit auf der geringeran AuflSs^g der Gr p (^SliS!rJ^f ,1 l mh WchSter Wa*™*ein- 
Sequenren. die Br nichtiesHche wie fosOcheTra^ 

ren Moleku.argewteht von 75 kO todieren^^sZ^^^^'^ "* 6inom « ch * fnba - 
auf Grund der Hydropnineprofite der von den fO t^^l^T*** Wm9n 

wqueruen abgelefteten Aminosauresequenzen bestimmt wer*n tedter6ndeo NukWns8un>- 

. 0,8 Brfindung bedim werterhin DNA-Sequeraen. die ein» i&«,w— 
«nfassen. wobei die etae Tellsequeru fur soSTSScJ™ ^ T <™"*S°***™ 

tonstanter, Reg.00 der schweren Kette vo! S^^^^ der 
0.e voriiegende Ertindung betrifft nalOrCch auch dH» SSTrZ S^l** tew - ^ kodiwt 
« anten Proteine. Setostverstandlich Und dabel ^^p^^^^T^ 

»n. beispieteweise mittels gutter Mutagen eWArrS,^^ J" ^rtunwequen- 

dle Akfvita. der TNF-BP Oder deren n^^T^^*^ " W,efl ** ^ 

mit anderen. an der Signa.Ober^S* 1222.? ndU " 9 ^ ™ F «* * WechseMrkung 
der, Oder erhalten wurden. ASrS^^^r^ ^ ~2 
*«* solcher MotekOte nicht verSndem, sind m S*nd S^J^^T^ ^ 
Neurath und R.L Hill In The Proteins' (Academic Press nI/y^ io^TL^. belspwtewelse von H. 
14) beschrieben. Die am Mufigsten ^omZ^7^Z2 ^ ^ b6S0nCtefS Rflur 6 ' ^ 
Aia-Gly. Ala/Thr. Ser/Asn. AlaJL. Ser/Q t3S jSSS^Lf* * ^ VaM ' 9 - Asp/G,u " Thf/S « r - 
AsprfS.y. sowie so.che In umgekehrte/ WelTSe CSJi^S Asp/Asol^Ie. Leu/Va,. AJa/Glu. 
erfindungsgemSsse PNA-Seo^e^eTe^en und J^E? J*™™ 9 ^ ^ Vekto ™. <*» 
£" wHssvstemen gee^net and^cS" kLYv^ZT^Z ST T 
Express.cn der-von den erfmdungsgemassen DfW-SecuZ™ J?^1? ' *™ V8rWBr *""9 mr 
die voriiegende Ertindung auch noch mit SST vSZTLJfTl l^ 8 "" ^ betrifft 
steme. wie Verfahren zur Hersteto?™ erfS 0 ^l^™ 9rte ^ ™ •*•**•«*. Wirtssy- 
rung solcher Wirtssysteme ond •rSSLSST!^ ZeTvS 9 " dureh «*>"- 

selbst oder deren KulturOberstanden. ^ dioser ^"^ngen aus den Wirtssystemen 

K enthalten. tox.sct.en. inerten. Iherapeutisch vertrSgUchen TrigermateriaCen 

deren Verlauf TNF InvoMertfct Behandlun 0 von Krankherten. bevorzugt solchen. In 
Ausgangsmaterial fOr die ertindungsgemSssen TNF-BP ninri Mn , .« • , .. 

-o in membrangebundener Form enthalten ond dTSemF^^^T t^'" Zenen ' die ^ ™«P 
lich sind. wie beispielswelse HL60- [ATC^Nr ^L ^J^r^^^ 1 ^ ^eln ZU gang- 
CCL 228] und HEpS-ZeHen ^QC = J? fJcL « ^ ^Sei A ^ ^ C ^ ^l- SW480- [AT^I 
Stances der Technik [40] oderzum EH*nM SohTr ^zS^f^^L^ betanrteft Mothod « 1 ^s 
HLCO-Zellen In Beispiel 2 oe«^ebwef iSL^tSS?' ^ ^ berete a "» emein *m Oetail Hlr 

s Melhoden StarL deT^^ 

OctyW-C^hjcopyranosId (OctScosTotkHSS^^ Trtton 1 ^ 

deten Nachwismetnoden fDr TNF-BP befsDie^TiL fZ^Llx^. k6nnen «*herwelse verwen- 
^BP-Kompjexes l27] . .m bel^^nd^^ 
Beeplel 1. venrendet werden. Zur Gewinnuno der emrvi.X,J-L« m * rtowtern ™F Sernflss 

^niouno von Protolnen. >"*«o«c2r^ 

Technik. wie beispielsweise lwienaustai»seh^i«««^^r!n Methodeo ^ Standes der 

— ^OS-PAGE verwendet ^O^^^^S^ ^tstiw-nrtograpNe. HPLC 
TNF-BP sind "firuatschron^c*^^ ^ Herete,lun 8 ^"Anvsgerng^ 

den und .-ur^nitat^^ 
aufgetrennten TNF-BP Banden kannnach b^J^^l^Z . \ But0n ^ SOS-PAGE 
mittels Elektroe.uUon m^S^^T w^r^ r^ 6 *^^^ 

«p wr ai. [34]. wobel nach heutgem Stand des Wissens die dort 
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angegebenen Bektro-Dialysezeiten genereil zu verdoppetn sind. Danach noch verbtelbende Spuren von 
SDS konnen dann gemSss Bosserhoff et al. [50] entfemt werden. 

Die so gereinlgten TNF-BP k6nnen mittels der im Stand dor Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale Aminos^ uresequeruienmg oder enzymatische wie chemtsche 
s Pepttdspaltung charakterisiert werden. Durch enzymatische Oder chemtsche Spaitung erhaftene Fragmente 
kflnnen nach gSngigen Methoden, wie beispielsweise HPLC, aufgetrennt und setost wieder N-terminaJ 
sequenziert werden. Sotche Fragmente, die selbst noch TNF binden, kfinnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fdr TNF- BP identifiziert werden und sind ebenfaiSs Gegenstand der vorfiegertden 
Erftndung. 

ro . Ausgehend von der so erhSKfichen Amlnos&uresequenzirrformation oder den in Rgur 1 wie Rgur 4 
dargestetften DNA- wie Amtnosflumsequenzan k&nnen uhfeer Beachtung der Degeneration des genetischen 

* Codes nach fm Stand der Technik bekannten Methoden geeignete OfigonuWeotkJe hergestellt werden [51 J. 
Mittels dieser kfinnen dann wlederum nach bekannten Methoden der Mctakularbioiogie [42.43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen. die fOr TNF-8P fcodierende Nufctetns&uresequenzen entharten, 

rs abgesucht werden. Ausserdem kdnnen mftlels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cONA-Fragmente 
ktoniert werden. indem von zwei auseinanderfiegenden, retatfv kurzen Abschnftten der Aminos^ uresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes voIlstSndfg degenerierte und In Ihrer Komplementarftfit geeignete 
Oligonucleotide aJs "Primer" eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen befden Sequenzen Kegende 
Fragment ampfrfiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukteotidsequenz eines derartigen 

ao Fragmentes ermSglicht eine unabhSngige Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des ProtelnfragmenTs. fOr 
das es kodiert Die mfttels der PCR erha'Michen cONA-Fragmente kOnnen ebenfalls, wie bereits fOr die 
Oligonukleotide setost beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fOr TNF-BP kodierende 
Nukleinsduresequenzen enthaitenden Kionen aus cONA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche NukJejnsa*ure$equenzen konnen dam nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgnjnd 

25 der so bbst'tmmten wie der fQr bestirnmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen kCnnen solche 
Teiisequenzea die fOr losfiche TNF-BP-Fragmente kodieren, bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsdquenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen kfinnen dann mittels bekannter Methoden In fm Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielf&ttigung wie Expression In Prokaryoten integriert 

oo werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli StSmme, wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W3110 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin k6nnen erfindungsgema*sse NukleinsSuresequenzen, die fOr TNFBP sowie fUr TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszelten, 

35 jme beispielsweise Hefe, Insekten- und SSugerzetlen, mittels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression softener Sequenzen erfotgt bevorzugt in S£uger* wie Insektenzellen. 

Bn typischer Expresskmsvektor fur Saugerzellen enthStt etn efftzJentes Prornotorelement, urn eine gute 
Transkripttonsrata zu erzielen. die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fQr eine effizJente Termina- 
tion und Potyadenylierung des Transkripts. Wettere Elemente, die verwendet werden k&nnen, sind 

40 "Enhancer", welche zu nochmaJs verstarkter Trans kription fDhren und Sequenzen, welche z.6. eine tSngere 
Haibwertszeit der mRNA bewirken ko'nnen. Zur Expression von NuWeinsSuresequenzen. denen das endo- 
gene fur ein Signalpeptid kodierende SequenzstQck fehlt kQnnen Vektoren verwendet werden, die solche 
geeignete Sequenzen, die fUr Signalpeptide von enderen bekannten Proteinen kodieren, enthaiten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen, B.R in Cell 46 , 973-682 (1686) beschriebene Vektor pU268 oder auch bei 

• 45 Sharma, S. et aL In "Current Communications in Molecular Biology", edt by Gething. MJ., Cold Spring 

Harbor Lab. (1985), Seften 73-78. 

Die moisten Vektoren, die fOr eine transiente Expression etner bestimmten DNA-Sequenz in SSugerzel- 
ten verwendet werden. enthatten den Reofiortkxtsursprong des SV40 Virus. In Zeilen, o?e das T-Antigen des 
Virus exprirnieren, (z-B. COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt Bne vorOborgehende Expres- 
so skxt 1st eber rtcht auf COS-Zellen beschrSnkt. Im Prfnzip kann ]ede transfektierbare S2ugerzeHGnie hierfDr 
verwendet werden. Signale, die eine stark© Transkription bewirken kOrmen, sind zJB. die frQhen und spfiten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major Immediate-early - Gens des HCMV 
- (humaner Cytomegalovirus), die ITHs ("long terminal repeats*) von Retrovtren, wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es kQnnen aber auch Signale von zeUutSren Genen, wfe z.B. dte P romotoren des Aktln- 
65 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Atternativ konnen aber auch stabile Zetllinien, die die spezrfische DNA-Sequenz Im Genom 
' (Chromosbm) integriert haben. erhaHen werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
selektierbaren Marker, z-B. Neomycin, Hygromycin, Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthln- 
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Guanirv^hosphoribosyftransforase (hgpt) kotransfektiert Die stabil las Chromosom eingebaute DNA-Se~ 
quenz kann auch noch stark vermehrt werden. Ein geelgneter Selektionsmarker NerfOr 1st beispiefsweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). SSugerzellen (z.B. CHOZeUen), welche keln intaktes dhfr-Gen entbaften, 
warden hierbei nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Metnotrexat WcuWert Auf dtese 
Weise k6nnen Zelllinlen erhaJten werden. welche mehr ais tausend Kopien dec gewOnscfiteo DNA-Seouenz 
enthalten. ^ 

Saugerzellen, welche fQr die Expression verwendet werden kfinnen, rind z.B. Zellen der meriachlichen 
Zelllinien Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowte 3T3- [ATCC CCL 163] und t-Zelteru z.B 
[ATCC CCL 149]. (CHO)-Zellen (ATCC CCL 61]. BHK [ATCC CCL 10]-Zellen aowie die CV 1 [ATCC CCL 
70]- und die COS-ZellfinJen [ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete BcpressJonsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109] 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia, uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala, Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren sind die In Beispiel 9 verwendeten Vektoren 
"pK19" und -pNl23-. Dfese kfinnen aus den rrUt thnen transformierten E. co&-Stammen HBl0i(pK19) und 
HB101(pN123) nach bekannten Methoden feotiert werden [42]. Dtese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von MtoroorganJsmen und ZeHkutturen GmbH (DSM) in Braunschweig 
BRD unter DSM 5761 Wr HB101(pKl9) und DMS 5764 fOr HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression c*r 
Proteine, die aus einem RSsiichen Fragment von nfchtifislichen TNF-BP und einem Immungtobunnantell. d.h. 
alien DomSnen ausser der erslen der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, elgnen steh 
besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beisplelswelse von German, C. In "DNA Cloning- [Vol. iH^edt von 
Glover. D.M., IRL Press. Oxford. 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren slnd die' bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und ZeHkutturen GmbH (DSM) In Braunschweig, BRD hinter- 
tegten und in der EuropSischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315). pCD4-H T l (DSM 5314) und dCD4-Htt3 (DSM 5523). Besagte Europflische Patentschrift wie die 
in Beispfel 11 angegebenen SquivaJenten Anmetdungen enthalten auch Angaben bezQglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimfiren Proteinen (slehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fOr die Expression von solchen chimiren Proteinen mit anderen ImmunglobuGn- 
anteilen. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hSngt vom gewShften Expressions- und 
Vektorsystem ab. Eine Uebersicht Ober diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et ai.. "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" In "Methods In Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2, 1964. Walker. J.M., 
ed. Humana, Clifton. New Jersey]. Weltere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Piasmid DNA", Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752. 1987] und 
bei Feigner [Feigner et ai.. "Upofectin: A highly efficient fipid-mediated DNA-transfection procedure" Proc 
# Nat Acad. Sci. USA 84 . 7413-741 7. 1 987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus-Expresslons-System. welches schon fUr die 
Expression einer Relhe von Proteinen erfoigreich elngesetzt worden 1st (fUr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers. BiaTechnology 6 . 47-55. 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine kfinnen 
authentisch oder als Fuslonsprotelne hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine kfinnen auch 
modffiziert wie beispielsweise glykosyliert (Smith et ai.. Proc, Nat Acad. Set USA 82 , 8404-8408. 1987) 
sein. Fur die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus, der das g^wOfischte' Protein exprfmiert 
verwendet man einen aogenannten Transfervektor". Hierunter versteht man ein Piasmid. welches die 
heterbloge DNA-Sequenz unter der Kontrofle eines starken Promoters. z.B. dem des Polyhedringens, 
enthSIt wobei diese auf belden Setten von viralen Sequenzen umgeben 1st Besonders bevorzugte Vektoren 
sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren -pN113' f -pN119" und -pN124\ Diese kfinnen aus den mft 
ihnen transformierten E. coB-StSmmen HB101(pN113). HB101(pN119) und HB101(pNl24) nach bekannten 
Methoden Isoflert werden [42}. Diese E. coB-StSmme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und ZeHkutturen GmbH (DSM) In Braunschweig. 3RD, unter DSM 5782 fUr 
HB101(pN113). DSM 5763 fOr HBl01(pN119) und DSM 5765 filr HB101(pN124) Mnterlegt Der Transfervek- 
tor wird dann zusammen mft DNA des Wildtyp-Bacutovirus In (fie Insektenzeilen transferer! Die in den 
Zellen durch homotoge Rekombfnaiion entstehenden rekombinanten Wen kfinnen dann nach bekannten 
Methoden Wentffiziert und isoOert werden. Eine Uebersicht Ober das Baculovinjs-Expressionssystem und 
<ier debet verwendeten Methoden findet man bei Lucfcpw und Summers 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nictrtfisSchen oder Ifisflchen Fragmente kfinnen dann nach Im Stand der 
Technlk bekannten Methoden der Proteinchemle. wie beisplelsweise den bereits auf Serten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse oder den KufturOberstfinden gerelrdgt werden. 

Die erfindungsgemfiss erhaltenen TNF-BP kfinnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen Antikfirpem nach bekannten Methoden der Technik [44.45] oder gemSss dem in Beispiel 3 



6 



EP 0 417 563 A2 



beschriebenen Verfahren verwendet warden. Solche Antiktfrper, insbesondere monoklonaJe Antiko* rper 
oegen die 75 kD-TNF-8P-SpezJes. siod ebenfalls Gegenstand der vortiegenden Erfindung. Sotehe gegen 
die 75 kO TNF-BP gerichtete Antikfirper k6nnen durch dem Fachmann gelSufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur IsoGerung von TNF-BP eingesetzt warden. 

s Auf Grund der hohen BindungsaffinitSt erfindungsgemfisser TNF-BP fQr TNF (K^Werte In den GroV 
senordnungen von 10"* - 1 -10 M) kdnnen diese oder Fragment© davon als Olagnostika zum Nachweis von 
TNF In Serum oder anderen KBroerflOssigkeiten nach im Stand der Techntk bekannten Methoden, 
beispielsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antik6rpern in togenannten 
•Sandwich '-Tests, eingesetzt werden. 

to Im Obrlgen WJnnen erfindungsgemSsse TNF-BP elneraefts zur Reinlgung von TNF und andererseKs 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der TechnOc bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemfissen TNF-BP sowie deren physioiogisch vertrSgfiche Seize, die nach Im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergesteltt werden kSnnen, WSnnen auch zur Herstellung von pharmazeutJ* 

75 schen PrSparaten. vor aJlem solchen zur Behandlung von Krankneften, bei deren Verlauf TNF invohriert 1st 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbtndungen, falls wQnschenswert bzw. 
erforderiich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den Oblicherweise verwen- 
deten festen oder flUssigen TrSgermaterialien in bekannter Weise verarbeftet werden. Die Dosierung solcher 
PrSparate kann unter BerUcksichtigung der Oblichen Kriterien In Anatogle zu beretts verwendeten Prfipara- 

20 ten ahnlicher AktivttSt und Struktur erfolgen. ' 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden 1st sollen die fotgenden Beispiele 
Bnzefheiten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diese dadurch in irgendetner Weise eingesch/Snkt 
wtrd. 

25 V 

Beisplei 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in .einem Rltertest mit humanem radio-Jodiertem ,as l-TNF nachgewiesen. TNF 
(46,47) wurde mrt Na l2S I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und todo-Gen (#286CX), Pierce 
Eurochemle, Oud-Beijerland, Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert Zum Nachweis 

35 jler TNF-BP wurden isofierte Membranen der Zeiien oder Dire solubifisierten, angerektierten und gereinig- 
ten Raktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond, California. USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann in Puffertdsung mit 1% entfettetem Milchputver triockiert und anschliessend mit 
5M0 5 cpm/ml 125 l-TNFa (0.3-1.0M0* cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/mi nicht- 
markiertem TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet Die gebunderte RadioaktiviUit wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder In einem rCounter gezShft Die spezifische m l-TNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur fOr unspezifische Bindung in Anwesenhett von unmarkiertem TNF-a im 
Ueberschuss ermittelt Die spezifische TNF-Bindung im Rltertest. wurde bet verschJedenen TNF-Konzentra- 
tionen'gemessen und nach Scatchard analysiert {33], wobeJ ein K^Wert von -10~*-10- to M ermittelt wurde. 

45 

Beisplei 2 



so Zellextrakte von HL-60-Zelten 

HL60 Zeiien [ATCC-Nr. CCL 240] wurden In experlmenteflem Labormasstab In einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Mr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHCOa und 5% fOtaies Kfitoerserum enthielt. In 
einer 5% COi-Atmosphfire kuttivtert und anschOessend zentrifugiert 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgeriderrnassen verfahren. Die 
ZOchtung wqrde in einem 75 I Airtiftfermenter (Fa. Chemap. Schwelz) mit 58 1 Arbeitsvoiumen durchgefQhrt 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Millipore. Schweiz) mit einer Merntxanflache 
von 0.32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren ZirkulatTonskreislaof Integriert Das Kutturmedium (siehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Watson-Martow Pumpen TYP 603U. mit 5 t/min. umgepumpt Nadh tner Dampfsteriiisa- 
lion der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde. wurde di 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zelten aus einem 20 I Airliftfermenter (Chemap) gestartet Die 
ZeitzOchtung im Impffermenter erfolgte im konventiooelten Batchverfahren In dem Medium gemSss Tabelle 

5 1 und einem Start2eiltiter von 2x10 s Zetien/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mft einem Titer von 
4.9x10* Zellen/ml in den 75 I Fermenter Oberfuhrt Der pH-Wert wurde bei 7.1 und der pOi Wert bet 25% 
SSttigung gehalten. wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikropordse Frttte erfolgte. Nach anfangficher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelttiter von 4x10 s Zetten/ml mtt 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Rltratseite der Membran wurde das konditJonierte Medium 

10 abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt Das Zuiaufmedium wurde wie foigt 
verst^rkt Primatone von 0,25% auf 0-35%. Giutamin von 5 mM auf 6 mM und Giucose von 4 g/l auf 8 p/L 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhSht Nach 120 Stunden der kontinuieriichen ZOchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x10* ZeflenmU Die 

is Verdoppfungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10* Zellen/mi 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender ZefWichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zellen lag wfihrend der gesamten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekUhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Model! J-6B, Rotor JSJ. 3000 rpm. 10 min.. 4*C) 
geemtet. 

20 

Tabelle 1 



Konzentrationen 
ma/1 

112,644 
20 

0.498»10~ 3 
0,02 
0,1668 
336.72 
0.0309 
11.444 



HL-60 Medium 
Komponenten 



CaCl^ (wassecf rei) 

30 Ca(N0 3 ) 2 »4H 2 0 

CUS0 4 »5H 2 0 

Fe.(N0 3 ) 3 »9H 2 0 

FeSO »7H O 
35 # 4 2 

KC1 
KN0 3 

MgCl (wassecf rei) 

40 



SO 



55 
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MgS0 4 (wasserfrei) 
NaCl 

Na.HPO, (wasserfrei) 

Z 4 
NaH 2 P0 4 «H 2 0 

Na 2 Se0 3 *5H 2 O 

ZnSO «7H O 
4 2 

D-Glucose 
Glutathioa (red, ) 
Hepes-Puf f er 
Hypoxanthin 
Llnolslure 
LiponsSure 
Pheholrot 
Putrescin 2HC1 
^ Na-Pyruvat 
Thymidin 
Biotln 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlorid 

FolsSure 

i-Inositol 

Niacinaiaid 

Nicotioamid 

para-Aminobenzoes5ure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HC1 

Vitamin B L2 

L-Alanin 

L-AsparaginsSure 
L-Aepacagin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspartat 



68,37 
5801,8 
188,408 
75 
9.6»10~ 
0.1726 

4000 
0,2 

2383,2 
0,954 
0,0168 
0,042 
10,24 

0,0322 
88 
0,146 
0,04666 
2,546 
5,792 
2,86 
11,32 
2,6 

0,0074 
0,2 

2,4124 
0.2 

0,2876 

2,668 

0,2782 

11.78 
10 

14.362 
40 
92,6 
33,32 
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10 



2$ 



30 



L-Cystin 2HC1 
L-Cystein HC1«H 2 0 
L-GlutaminsSure 
L-Glutamin 
L-Glycin 
L-Hietidin 
L-Histidin HC1#H 2 0 
L-Hydroxypyrolin 
L-Isoleucin 
L-Leucin 
L-Lysin HC1 
L-Methionin 
L-Phenylalanln 
L-Prolin 
* L-Ser.in 
L-Threonin 
L-Tryptophan 
L-Tyrosin*2Na 
L-Valin 



62,04 
7.024 

36,94 
730 

21,5 
3 

27,392 
4 

73,788 
75,62 
102.9 
21,896 
43,592 
26,9 
31.3 
53 

11,008 

69,76 

62.74 



35. 



Penicillin/Streptomycin 

Insulin (human) 

Tranf err in (human) 

Hinder serumalbumin 

Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY, USA) 

Pluronic F68 

(Serva, Heidelberg, BED) 
Ffttales KAlberserum 



100 U/ml 

5 vg/ml 
15 ug/ral 
67 us/ml 

0,25\ 

0,01% 
0,3-3t 



Das Zentrifugat wurde mtt Isotortem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 gl KCI, 0.2 g/1 KH2PO4, 8.0 g/l Nad. 2.16 
so KaaHP0 4 • 7H 2 0), der mit 5% CHmothylformamld, 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
teupeptin, 1 uM Pepstatin. 1 mM o-Phenanthroan, 5 mM Jodacetamid. 1 mM Pheny{i7>othytsiiifooytfHjorid 
versetzt war (im folgenden aJs PBS-M bezeichnei), gewaschen. Die gewaschenen ZeBen wurden be! eJner 
.Dicfrte von 2,5' 10 1 Zeltervml in PBS-M mtt Triton X-100 (Bxtkonzentratfoo 1,0%) extrahlert Der ZeUextrakt 
wurde durch Zentrffugalion geWart (15'000 x g, 1 Stunde; 100'000 x g, 1 Stunde). 



Betsplel 3 
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Herstettung von moookiooalen (TNF-BPhAntikgrpem 

Bn gemfiss Beispiel 2 erhaitener ZentrifugationsOberstand aus Kuftivierung von HL60-Zellen im 
experimentellen Labormasstab wurde im Verhfiltnls 1:10 mlt PBS verdOnnt Der verdOnnte Ueberstand 
5 wurde bet 4* C auf eine Saule aufgetragen (Russrate: 0.2 ml/min.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Bad 
: Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekomWnantes humanes TNF-a [Pennica, D. et af. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai. T. et at. (1965) Nature 313 . 603: Wang, A.M. et al. (1965) Science 228 . 149] gemfiss den 
Empfehiungen des Herstetlers gekoppelt worden war. Die Sfiuie wurde bef 4*C uncfeiner Durchflussrate 
von 1 rmVmin zuerst mft 20 ml PBS, das 0,1% Triton X 114 enthiett und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 
io So angereicnertes TNF-BP wurde bet 22* C und einer Russrate von 2 ml/rnfn mit 4 ml 100 mM Gtyctn, pH 
2.8. 0,1 % DecylmaJtosid eluiert Oas Boat wurde in einer Centricon 30 Bnhett (Amicon] auf 10 ul 
konzentriert 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vottstindigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemlscht Je 10 ul der Emulsion wurden gemfiss dem von Holmdahl, R. et al. [(1965), J. Immunol. Methods 
75 63 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 In eine hintere Fusspfote einer narfcotislerten 
Bafb/c-Maus Injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getStet der popliteale Lymphknoten herausgenommen. 
zerWeinert und in tocove's Medium (IMEM, GIBOO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/I NaHCOa enthiett. durch 
wlederholtes Pipettferen susporvSetL GemSss einem modrfizierten Verfahren von De StGroth und Schei* 

20 degger (J. Immunol. Methods (1960), 35 , 1] wurden 5x10 7 Zellen des Lymphknotens mit SxlO 7 PAhMaus- 
Myetomazelten (J.W. Stocker et aJ.. Research Disclosure. 217, Mai 1982. 155-157), die den In togarithml- 
schem Wachstum befanden, fusioniert Die Zellen wurden gemlscht durch Zentrifugation gesammelt und 
durch teichtes SchOtteln in 2 ml 50% (v/v) Potyethylengrycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe yon 10 ml IMEM wfihrend 10 Minuten vorsichtigen SchCttetns verdOnnt. Die 

25 Zellen wujrden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml voltstfindigem Medium [IMEM + 20% tOtales 
Kalberserum, Glutamin (2,0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 UM Hvpoxanthine, 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 ulvf Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschalen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bel 37 *C in einer Atmosphfire 
von 5% C0 2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lang inkubiert 

30 Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
oder durch Ihre Bindung an Antigen im Rrtertest gemfiss Beispiel 1. Zum Nachweis der biotogischen 
AktivitSt von anti (TNF-BP)- AntikSrpem wurde folgendermassen verfahren: 5x10* HL60 Oder U937-Zellen 
wurden in voIistSndigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitStsgereinigten monoWonalen anti-(TNF- 
BP>-Antik6rpern oder Kootroliantikorpem (di>. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

35 Konzentratlonsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml Inkubiert Nach einer Stunde Inkubation bei 37* C wurden 
*die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 mi PBS bei 0*C gewaschen. Ste wurden in 1 ml 
vo11st2ndigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2). das zusfitzlich 0.1% Natriumazid und ,as l-TNFo (10< 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unrnarWertem TNFa (s/>.) enthielt resuspendiert Die spezifische 
Radioaktivitat des ,3S KTNFa betrug 700 Ci/mmol. Die Zeflen wurden 2 Stunden bei 4* C. Inkubiert, 

40 gesammelt und 4 maJ mlt 4,5 ml PBS. das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Ruka) enthiett. bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaktivttfit wurde In einem -r-Scintiltations-zShler gemessen. In 
einem vergleichbaien Experiment wurde die zeilgebundene Radioaktrvitfit von Zellen, die nicht mft anti- 
(TNF-BP)-Antik8rpenrt behandelt worden waren, bestimmt (ungeffihr 10 000 cprrvSxlO* Zellen). 

4$ 

Beispiel 4 



so AfRnitatschromatographie 

FDr die weitere Reinigung wurden Jewells ein gemfiss Beispiel 3 erhaltener monokfonafer artti-(55 kO 
TNF-BP)- AntikCrper (2,8 mgAnl Gel). TNFa (3,0 mp/ml Get) und Rjnderserunwfeumln (BSA. 8.5 mg/ml Gel) 
gemfiss den Vorschrffien des Herstellers kovalent an CNBr-eJctMerte Sapharose 46 (Pharmacia. Uppsala, 
ss Schweden) gekoppelt. Der gemfiss Beispiel 2 erhaitene Zetlextrakt wurde Ober die so hergesteltten und In 
der foigenden Reihenfolge hint reinandergeschalteten Sfiuten geleltet BSA-Sepharose-Vorsfiute. Immunaffi- 
nrtfitssfiule [Anti-{55 kD-TNF-BPhAntik8rper], TNFo-Ugand-Affinitfitssaule. Nach vollstfindigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten SSulen abgetrennt und einzeln fOr slch mlt je 100 ml der foigenden 
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Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI, 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS. 0,1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die tmmun- als auch die TNFa-Ugand- 
Affinhatssfiute wurden dann mit 100 mM Glycin pH 2.5. 100 mM NaCI, 0,2% Decytmaltoside. 10 mM 

s Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin Jede fOr sich eluiert Die Im Ritertest gemfiss 8eispteJ 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit 1M Tris pH 8.0 neutraGsiert 

Die so vereinten TNF-BP-aktivert Fraktionen der Immun-Affir^tschromaiogrBphie etnersefts und der 
TNFo-IJg^rK^AffinitStschromatographie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmais auf je eine 
kieine TNFcr-Ugand-Affinrta , tssaute eufgetragen. Danach wurden diese beiden Sfiulen mit Je 40 ml von (1) 

io PBS. 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (2) PBS, 0.1% Triton X-100, 0.5M NaCI. 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS. 0.1% Triton X-100. (4) 50 mM Tris PH 7.5, 
150 mM NaCI. 1.0% NP-40. 1.0% Desoxychcrfat 0.1% SDS. (5) PBS, 0,2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschliessend wurden die Sfiulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI. 0.2% Decylmattosid eluiert 
Fraktionen von 0.5 ml von jeder Sfiule wurden fUr sich gesammelt und die gemfiss Rttertest (Beispiel 1) 

is aktiven Fraktionen von jeder SSule Jeweils fUr sich vereint und In elner Centricon-Bnheit {Amlcon, 
Moiekulargewichts-Ausschluss 10'000) aufkonzentriert 

Beispiel 5 

20 



Auftrennung mitteis HPLC 

2$ Die gemfiss Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemfiss ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immurv bzw. Ligand-AffinitStschromatographie) Jeweils fOr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-SSulen 
(ProRPC, PKarmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifluoressigsfiure, 0,1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren. aufgetragen. Die Sfiulen wurden dann mit einem linearen Acetonltril-Gradienten (0-80%) im gleichen 
Puffer bei einem Russ von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1.0 ml wurden von Jeder SSule gesammelt 

oo und die aktiven Fraktionen von jeder Saule fur sich vereint {Nachweis gemfiss Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftrennung mitteis SDS-PAGE 

Die gemfiss Beispiel 5 erhaJtenen und gemfiss Rttertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemfiss [34] weiter aufgetrennt Dazu wurden die Proben In SDS-Probenpffer wfihrend 3 
Minuten auf 95* C erhitzt und anschfiessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die foigenden Schproteioe verwendet Phosphorytase B (97,4 kD), BSA 
(66,? kD), Ovalbumfn (42,7 kD), Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21.5 kO) und Lysozym 
4S (14,4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fOr Proben, die gemSss Beispiel 4 durch TNrSHJgandenaf- 
finltatschrornatographie von Immur^nitatschromatogrBphieeluaten erharten und durch HPLC gemfiss Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drat schwfichere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad. 

so Richmond. California. USA) elektrophoretisch wfihrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 
20% Methanol auf etne PVDF-Membran (Immobilon, Mifflpore, Bedford. Mass. USA)- transferiert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mft 0,15% Serva-Bteu (Serve, Heidelberg. BRD) in 
- Methanol/Wasser/Esessig (50/4010 Volumenteile) auf Protein geffirbt Oder mit antfettetam Milchputver 
WocWert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Akuvttfit mit ,as kTNFa gemfiss den In 

65 Beispiel .1 beschriebenen Rltertestbedingungen inkubiert Dabei zeigte sich. dass aile In der ProtelnfSrbung 
zur Darstellung gelangten Banden spezifisch TNF* banden. Alte diese Banden banden Im Western Blot 
nach ToWbin et al. 138] auch den gemSss Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Artti-55kD-TNF-BP- 
Antikorper. Dabei wurde in gemSss dem In Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mrt Na 1 * 5 I radioaktfv 
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rnarkierter. affinita'tsgereinigter (Maustmmunglobultr)-S6pharo3e-4B-AffinftStS35ule) Kantnchen-anti-Maus- 
Immunoglobulin-Antik6rper zum auloradiographischen Nachweis dieses AntikSrpers eingesetzt 

Proben, die gemSss Beispiel 4 durch zweimalige TNF^UgandenaffinitStschromatographie des Durch- 
laufs der ImmunatfinrtStschromatographie erhaiten und durch HPLC gemSss Belspfel 5 we iter aufgetrennt 

5 worden waren, zeigten unler den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Btottransfor-Bedingungen zwei 
zusatzliche Banden von 75 kD und 65 kD. die beide Im Rltertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. 1m 
Western Blot gemSss Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nteht mit dem 
gemSss Beispiel 3 hergesteiften anti-{55 kO TNF-BP)-Antik8rper. Sie reagierten allerdings mil einem 
monoktonalen AntikSrper. der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antik6rper) gemSss 

io Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beisptel 7 

T5 

AminosSuresequenzanalyse 

Zur AminosSuresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 erhatterten und gemSss Rltertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen. nun jedoch reduzierendenT SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mlt 125 mM DithfothrehoQ aufgetrennt. Es wurden die gleichen 
Banden wie gemSss Beispiel 6 gefunden, die allerdings auf Grund der reduziereaden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kO hShere Molekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 6 auf PVOF-Membranen abertragen und mrt 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/VVasser/Bsessig (50/40/1 0 Volumertteile) wShrend 1 Minute gefSrbt mit Metrtanol/Wasser/Ssesslg 
(45/46/7 Volumenteile) entfarbt, mit Wasser gespQlt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei sSmtli- 
chen Schritten- wurden zur Vermeidung von N-terminaler Bfockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gerelnigten TNF-BP unverSndert zur AminosSuresequen- 
zierung eingesetzt Urn zusStztiche Sequenzinformation zu emalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

so und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation", J.E. Shively. 
ed.. Humana Press. Clifton NJ. 124-125] mit Bromcyan (Tan, G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation". 165-166. op.cit), Trypsin und/oder Proteinase K gespatten und die Peptide mlttels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
auto matt si erten Gasphasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystems Modell 470A, ABI, Foster City. 

35 £atif.. USA) mit einem on-line nachgeschatteten automatisierten HPLC PTH-AmtrasSureanafysator (Applied 
Biosystems Modeil 120. ABI s.o.) sequenziert wobei die folgenden AmincsSuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 Fur die 55 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-VeJ-Pro-His-Leu^ly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-A^ 
40 Asn-Ser-lle, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Ly^-Glu-GIy-Glu-Leu-Glu^ly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X f Or einen AminosSurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
2 ? FUr die 51 kD und die 38 kD- Banden (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-Leu-Gry-AsP-Arg-Giu 

3.. FOr die 65 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminaJen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Best ohne Unterbrechung zwel paraJlele Sequenzen ermtttett Da 
eine der beiden Sequenzen etner Teilsequenz des Ubiqura'ns [36.37] entsprach. wurde fUr die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet 
so Leu-Pro-Ala^lr^Val-Ala-Pfie-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pr^ 

wobei X fOr einen AminosSurerest stent der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fOr 75{65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
He-X-Pro^ry-Phe^ly-Val-Ala-Tyr-Pro-AU-Leu-Glu 
und 

66 Ser-G In- Le u-G lu-Thr-Pro-G lu-Thr- Leu- Leu -G I y-Ser-Thr-Glu-Glu- Lys- Pro-Leu 

und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn^lrvPrcH3lrHAla-FVa^ly-VaH5lu-Ala-S6r^ly-Aia^ty^lu-^ 
und 

leu-Cys-AIa-Pro 
und 

6 Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser^ln^ly-^ro^liHaln-Gln-X-X-Le^lte-X-Ala^ 

wobei X fur einen AminosSurerest steht der nicht bestimmt werden konnte. 

w 

Beispteie 



f 5 Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementSrer DNA (cONA) 

Ausgehend von der AminosSuresequenz gemSss Forme! IA wurden unter BerOcksichtigung des 
genetischen Codes zu den AmlnosSureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, vollstSndig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Kompfementaritat synthetisiert ("sense" and "anti sense" Oligonucleotide). 

20 Totale zellula're RNA wurde aus HL60-Zetten Isoliert [42, 43], und der erste cDNA-Strang durch ~Oligo-oT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antisenae" OfigonucJeotid mittels elnes cONA-Synthese-tOts (RPN 
1256, Amersham, Amersham, England) gem£ss der Anleitung des Herstellers synthetisiert Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense* Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase- Kettenreaktion (PCR, Peridn Elmer Cetus, Nocwalk, CT, USA gemSss Anleitung des 

2S HerstelleVs) dazu verwendet die fur die AminosSure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Oie Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet 5- 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCC03. Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet. um nach 
bekannten Verfahren einen fUr das 55 kD TNF-BP codierenden cONA-Klon in einer Xgt11-cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu Identifizieren (42,43). Dieser Won wurde dann nach QbKchen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUC19 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/Ml3mp19 Bacteriophagen (Pharmacia. Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical, Cleveland. Ohio. USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt Die Nukleotidsequenz 
und die - daraus abgeieitete AmlnosSuresequenz fUr das 55 kO TNF-BP und dessen Signalpeptid 

as ^ (AminosSure "-28* bis AminosSure "0") 1st in Rgur 1 mittels der im Stand der Technik Obfichen 
AbkOrzungen fOr Basen wie Amino sauren dargestellt. Aus Sequenzvergteichen mit anderen, berefts bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen tassen sich ungefahr 180 Amlnosauren enthaftende N-terminale wie 220 
AminosSure enthaltende C-terminale Domanen, die von einer nach den Sequenzvergteichen typischen 
Trartsmembran-Region von 19 AminosSuren (in Rgur 1 unterstrichen) getrennt warden, bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosylie rung sste lien slnd In Figur 1 durch Sterne Ober der erttsprechenden AminosSure 
gekennzeichnel 

Im Wesentfichen analoge Techniken wurden dazu efngesetzt 75AB5 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu tderrtffizjeren, wobei allerdings in diesem Fail genomfsche humane DNA und von 
Pepfid II A abgeleiteten vottstandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "antisense" OBgonu- 

4$ deotide verwendet wurden. um eine primare, 26 bp cDNA-Probe In einer Poryrrteras^Kettenreaktion 
herzustelfen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete In einer HL-60 cDNA-BibSothek cDNA-KJone 
von verschiedener tfinge zu Identifizieren. Diese cDNA-Bibfiothek wurde mlttals IsoGerter HL60 RNA und 
einem cDNA-Ktortferungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstetlers hergestsltt Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Klons 1st in Rgur 4 dargestellt wobei nochmafige Sequenzierung zu folgender Korrektur 

so fDhrte. An Stefle des Serins in Position 3 muss ein Threordn das von "ACC" nicht von *TCC" kodiert wird, 
stehen. 



Bejspfeig 

55 " 



Expression in COS 1-Zellen 
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FUr die Expression in COS-Z Hen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid "pN11" konstruiert 
Das Plasmid "PN11" enthalt den etfizJenten Promotor und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus ("HCMV; Boshart et al.. Cell 41 , 521-530. 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere Restriktionsschnittstelten enthfilt, die nur elnmal Im 
Plasmid vorkomrnen CFolynnker"). u.a. die Schnittstellen for Wndlll. Ball, BaMHI und Pvuli (stone So- 
quenz). 

Pvuli 

5 ' -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC- 3 • 
3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 



Hinter diesen Schnittstellen befinden sfch drei Translations-Stopcodons in aJIeo drel Leserastem. Hinter dec 
Polyfinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das PolyadenylierungssiQnai des PrfproinsuOngens der 
Ratte (Lomedico et al.. Cell 18 . 545-558, 1679). Das Plasmid entWIt femer den Replkalkxisursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien AmpicilPn-Resistenz verteiht und die 
Replikation des Plasmids in E. coli ermfiglicht 

Zur Konstruktlon des Expression svektors "pN123" wurde dieses Plasmid "pN11" mit der Restriktions- 
endonuklease Pvuli geschnitten und anschiiessend mit aikalischer Phosphatase behandeK. Der depnospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoiiert (V1). Die 5 -OberhSngenden Nukieotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cONA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefullt Anschiiessend wurde dieses Fragment aus etnem Agarosegel isoliert (Ft). 
Danach wurden V1 und F1 mittels T4-Ugase miteinander verbunden. E. coli H8101-Zellen wurden dann mit 
diesem Ugierungsahsatz nach bekannten Methoden {42] transformiert Mit Hitfe von Restrlktionsanalysen 
und ONA-Sequenaerung nach bekannten Methoden {42] wurden Transformanten Wentifiziert, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das 1.3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fOr die Expression Uber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthiett. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123 ,t . 

Zur Konstruktion des Vektors "pK19" wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment. welches 
nur die fOr den extrazellulSren Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthSft (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (SaiW et al.. Science 230 . 1350-1354. 1985. 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden OfigonuWeotide wurden. um die fQr den extrazellulSren Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123" zu amptifizieren, verwendet 

BAMHI 

5 • -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 1 

. ASP718 

3 • -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC5 « 

Durch dies* Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter AminosSure 182 
eingefDhrt Das so amptrfizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnittene die hierbei 
entstandeoen Oberstehenden Enden mit Wife des KlenowEnzyms aufgefOIlt und dieses Fragment an- 
•chGessend aus einem Agarosegel IsoOert (F2). F2 wurde dann mH V1 Ogiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. cofi HB101. wie bereits beschriebene verwendet Transformanten, die mft einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment in der fur die Expression Ober den 
HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthietten, wurden mittels DNA-Sequenzierung (tx>.) Wentifiziert 
Das daraus teoBerte Plasmid erhlett die Bezeichnung "pK19*. 

Transfektion der COS-Zeiien mit den Plasmiden "pNl23* Oder •pKie" wurde nach der von Feigner et 
al. verSffentiichten UpofecUons-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1887) durcrtgefQhrt. 72 
Stunden nach erfotgter Transfektion wurden die mit "pN123" transfizlerten Zellen nach bekannten Metho- 
den mit ^l-TNFo auf Bindung analysiert. Das Resuttat der Scatchard-AnaJyse [Scatchard, G.. Ann. N.Y. 
Acad. Sci; 51 . 660. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten ffigur 2A) 1st In Rgur 2B dargesteflt Die 
KutturOberstlnde der mit "pK19** transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich "-Test untersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington, VA. USA) mit 100 ul/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 
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Immunglobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert AnschBessend wurde die Platte gewaschen und mit elnem 
anti-55 kD TNF-BP-Antik6rper, der gemSss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen and 
Isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung en Zellen nicht inhibiert Inkubiert (3 Stunden, 20* C). Die Platte - 
wurde dann wieder gewaschen und Ober Nacht bet 4* C mft 100 Ul/Loch der KulturOberstande (1:4 verdQnnt 

6 mit 1% entfetteter Miichpurver enthaJtendem Puffer A; 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM Nad. 5 mM EDTA, 
0.02% Na-Azid) inkubiert. Oie Platte wurde entleert und mit ,25 HNFo enthaltendem Puffer A (10 s cpm/ml, 
100 ul/loch) mit Oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarfdertem TNF wfihrend 2 Stunden bei 4*C inkubiert 
Danach wurde c#e Ptatte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzelnen IScher wurden ausgeschnrtten und in 
einem T-Z&hter gemessen. Die Resuttate von 5 paralkMen Transfoktionen (Sfiulen # 2« 3, 4, 6 und 7). von 

jo zwei Korttro ll-Transfektionen mit dem pN1 1-Vektor (Saulen # 1, 5) und von einer KontroUe mit HlBO-ZeU- 
Lysat (S5ute # 6) sind in Rgur 3 dargestellt 



Beispiel 10 

15 



Expression in Insektenzellen 

20 Fur die Expression in einem Baculovirus-Expressionssystem wurde von dem Plasmid "*j5VL941" 
(Luckow und Summers. 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Potyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 ♦ 31-39) ausgegangen und dieses 
foigendermassen modifiziert Es wurde die einzige EcoRI-Restriktionsschnittstelle In *pVL941* entfemt 
tndem das Plasmid mit EcoBI geschnitten und die Gberstehenden 5-Enden mit KJenow-Enzym aufgefOitt 

25 wurden. V Das hieraus erhaftene Plasmid pVL941/E- wurde mit Bam HI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegel isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
OligonuJdeotid der folgenden Sequenz ligiert 

BamHI EcoRI Asp718 

30 

5* - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3* - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5* 

35 E coli HB101 wurde mit dem Ugierungsansatz transfbrmlert und Transform ante n, die ein Plasmid 
* enthielten, in welches das OGgonukieotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde *PNR704" 
genannt 2ur Konstruktion des Transfervektors "pN113" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit afkaOscher Phosphatase behandett und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 

to aus einem Agarosegel isoliert Das wte oben mit EcoRI geschnittene 1 ,3 kb- Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert Mit diesem Ugierungsansatz erhaftene Transforrnanten. die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orientierung fOr die Expression Ober den 
Polytiedrinpromotor. enthielten, wurden identifiziert (s.o.). Der daraus Isoiierte Vektor erhiett die Bezefchnung 
"PNU3". 

45 Zur Konstruktion des Transfervektors "pNH9" wurde foigendermassen vorgegangen. Das 1.3 kb 
EcoRI/EcoRI-Fragment der 55 kD TNF- BP cONA in dem •pUC19'-Ptasmld (siehe Beispiel 8) wurde mH 
Banl verdaut und mit dem folgenden synthetischen OtigonuWeotid figiert 

BanI Asp718 
50 , 5* - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 1 

3' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5* 

K Mit dem obigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hlnter AminosAure 182 und eine 
Schnrttsteile fOr die Restrikt'onsendonukiease Asp718 eingebaut Nach erfolgter ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp7l8 verdaut und das partieile 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert Weiterhin wurde das 
benfalls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Plasmid •pNR704* mit F3 ligiert und der Ugierungsansatz in 
E. cofi HB101 transformiert Die Wentifikation der Transforrnanten, welche ein Plasmid nthietten, in das die 
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partieHe 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fOr die Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereto 
beschrieben. Das aus diesen Transformanten isofierte Plasmid ertiiett den Namen •pN119 - . 

Zur Konstruktion des Transferrors "pNW wurde folgendermassen vorgegangen. Das In Beispte! 9 
beschriebene. for den extrazellulfiren Tell des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 
angegebenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCFhTechnologie. wie In Betspiel 9 beschriebene ampCfiziert 
Dieses Fragment wurde mit Bam HI und Asp7l8 geschnltten und aus einem Agarosegel Isofiert (F4) Das 
Plasmid "pNR704- wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnttten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isofiert (so.). Die Fragmente V4 und F4 wurden Ogiert. E. cofi HB101 damH transformlert und der 
rekombinante Transfervektor "pN124" wurde, wle beschrieben, Wentfflziert und tsoflert 
• M ^/ raTO * 9Won ta*tonwllen wurde tolgendermassen vorgegangen. 3 U0 dee Tranafervektors 
PN113 wurden mft 1 ug DNA des Autographa calfforrUca^uktear^r^^ (AcMNPV) (EP 

127839) In Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrln negative Wen wurden Wentifiziert und aus 
•Plaques" gereinlgt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wfe In [521 
beschriebene infizierL Nach 3 Tagen In Kultur wurden (fie infizierten Zellen auf Bindung von TNF mrtteis 
,25 l-TNFa untersucht Dazu wurden die transfektierten Zellen mit etner Pastourpipette von der ZeJlkuftur- 
schale abgewaschen und bei elner ZeiWichte von 5x10* Zellen/ml Kutairrnecfium (52], das 10 no/ml 
TNF-or enthielt. sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheft von 5 ug/ml ruchtmarkiertem TNF-« resuspendlert 
und 2 Stunden auf Eis inkuWert Danach wurden die Zellen mrt reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zellgebundene RadloaktrvitSt in einem -pZShler gezShlt (siehe Tabelle 2). 

Tabelle 2 



Zellen 


Zellgebundene 
RadioaktiviUt pro 10* 
Zelten 


nichtinfizierte Zellen (Kontrolle) 


60 com 


infizierte Zellen 


1600 ± 330 cpm 11 



Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beisplel 11 



Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fOr den extrazellulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment nun jedoch mit den folgenden OPgonukteotlden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion ampliflziert: 

' Oligonukleotid 1: 



Sst I 

S'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 • 



Oligonukleotid 2: 



' Sst I 

5 1 -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 ■ 

Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H 7 3-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application S4t.No. 510773/90] Bgiert 
aus dem die C04-cONA Ober die Sst l^estrfktions-Schntttstellen herausgeoommen worden war. Sstt- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor pCD4-H73 sowohl vor wie in dem CD4-Teilsequenzst0ck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mtttels ProtoplastenfusJon nach Oi et aL (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 . 
825-629. 1983) in J558-MyelonueIten (ATCC Nr. TIB6) transfizlert Transfektarrten wurden durch Zugabe 
von 5 up/ml Mycophenolsaura und 250 ug/ml Xanlhin (Traunecker et ai., Eur. J. Immunol. 16 . 851-854 
[1886]) in das Grundmedlum (Dulbecco'a modfflziertes Eagle's Medium. 10% WtaJes Ka*lbe7*erurn, 5 x 
10~*M 2-Mercaptoethanol) selefctJoniert Das von den transfizieften Zellen eekretierte Expresskxisprodukt 
konnte mittels Oblicher Methoden der Proteinchemie. z.B. TNF-BP-Antik5rper-AffirjitStschromatDgr^ 
gereinigt warden. Falls nicht beceits spezifisch angegeben, wurden zur Koltrvterung der verwendeten 
ZeHlinien, zum KJonleren. Setektfonieren bzw. zur Expansion der Idonierten Zelien Standardverfahren, wie 
z.B. von Freshney. RJ. In "Culture of Animal Cells', Alan R. Uss. Inc., New York (1983) beschrieben. 
verwendet 
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AnsprOche 

40 

1. NichtJosliche Proteine und KJsPche Oder nichtJosliche Fragmente davon, die TNF binden, In homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertr9gliche Sake. 

2. Verbindungen gemSss Anspruch 1. die durch Molekulargewichte gemSss SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
renderi Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kO charakterisert s'nd. 

4$ 3. Verbindungen gemass einem der AnsprOche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden AminosSurese- 
queruen enthalten: 

Leu-Vai-Prch«sMjKj^fy-Asp-Arp/«^ 
Ser-He; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys^lu-Gly^lu-Leu^l^ 
so Leu-Pro-Ala^Irt-Val-Ala-Prte-X^ro-Tyr-AIa-Pro^ 
lle-X-Pro^ry-Phe^ly-Val-Ala-Tyr^ro-Ala4Au-Glu; 
Ser^ln-Leu-Glu-Trtr-Pro^lu-Trtr^Leo-L^ 
Val-Phe-Cys-Trtr; 

Asn^ln-Pro^ln-Ala-Pro^ly-VahGlu-Ala-Ser-Gly^a-GIy-Glu-Ala; 
55 Leu-Cys-Ala-Pro; 

Vei-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 
Gly-Sef-Gln-Gly-Pro-Giu-Gln-Gln-X-X-Leu*lle-X-Ala-Pro 
wobel X fOr etnen nlcht bestimmten AminosSurerest steht 
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4. DNA-Sequenzen. die fOr nichtiasfiche Proteine oder iosfiche wie rfchtfcsfiche Fragments davon. die TNF 
binden, kodieren, wobei soiche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswShlbar and: 

(a) DNA-Sequenzen, wie sie in Figur 1 Oder Figur 4 dargestelft sind, wie deren kompfementSren Stringe 
oder soiche. die diese Sequenzen umfassen; 

<b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisferen; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unier 
(a) und (b) definierte hybridisJeren, aber die fOr Polypeptide mit genau gteteher Amlnosaumseouenz 
kodieren. ' 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 4. die elne Kombination aus zwei TeO-ONA-Sequenzen umfassen, 
wobei die elne Teilsequenz fOr losfiche fVagrnente von richtfcsfichen Protelnea die TNF binden kodiert 
und die andere Teil-Sequenz, fOr afle DomSnen ausser der ersten Domfine der konstanten Region der 
echweren Kette von humanen (mmunglobulinen. wie IgG, IgA, IgM bzw. JgE, kodiert 

8. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 5, wobei besagte humane Immungtobuflne IgM bzw. soiche der 
Klasse IgQ sind. 

7. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 6. wobei besagte humane Immungtobuflne aotehe vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

a Von DNA-Sequenzen gemSss elnem der AnsprOche 4-7 kodlerte rekombinante Proteine. wie allelische 
Varlanten. oder Deletions-. Substitutions- oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren. die DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprOche 4-7 enthaiten und zur Expression der von 
diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssy sterner! oeeio- 
net sind. w * 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemSss Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. WVtssysteme gemSss Anspruch 10, wobei diese SSuger- oder bsektenzelten sind. 

\Z. Gegeri eine Vecbindung gemSss einem der AnsprOche 1-3 oder 6 gedchtete AntikCrper. 

13. Bn Verfahren zur Isofierung einer Verbindung gemSss einem der AnsprOche 1-3. dadurch gekennzeich- 
net dass man im weserrtfichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfOhrt Herstellung eines 
Zeltextraktes. ImmunaffinitStschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ligandenaffinitatschromatogra- 
phie. HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewOnschte die so isoiierten Verbindungen chemisch oder 
enzymatisch spaitet und/oder in geeignete Salze Oberfuhrt 

14. Bn Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemSss Anspruch 8. das dadurch gekennzeichnet ist 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geelgneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem seibst oder dem Medium soiche Verbindungen isoliert. 

15. Pharrnazeutische PrSparate. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) 
0 gemSss einem der AnsprOche 1-3 oder 8. gewOnschtenfalis in Kombination mH wefteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten. therapeutisch vertrSgfichen TrSgermateriafien ent- 
haiten. 

16. Pharrnazeutische PrSparate zur Behandlung von Krankheften, bei denen TNF InvoMert 1st. wobei soiche 
PrSparate dadurch gekennzeichnet sind. dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemSss einem der 
AnsprOche 1-3 oder 8. gewOnschtenfalis in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen. inerten. therapeutisch vertrSglichen TrSgermatedaflen enthaiten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprOche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhel- 
tea [ 

18. Verwendung einer Verbindung gemSss elnem der AnsprOche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten, bei denen TNF mvoMert ist 

18. Bne wie in einem der AnsprOche 1-3 oder 8 beanspruchtB Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist 
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Fiqur 1 



-185 GAATTCO*3GGGGTTCAAC»TCACTGGa 

-125 rcCTCAACTGTCACCCCAACXaCACTTGGGACGTOCTGG^ 

' €5 CCA GCACTGCCGCTGCCACACTGCCCTGAGCCC^ 

"28. . . • . . 

" 3 2 MetGlyl^uSerThrValProAspLeuLeuLeuProLeuValLeuLeuGluLeu 

-5 TCTGGCATtKjGCCTCTCCACCCTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTC 

+1 

"« 3^^^f le ^ p ™SerGlyValIleGlyI«uValProHisI*uGiyAspArgGlu 
55 TTGGTGGGAAIATACCCCTCAGGGGTTATTGG^ 

.... «** 

10 LysArgAspS erValCysProGlnGlyLysTyrl leHisProGlnAsnAsnSerl leCvs 
115 AAGAGAGAXAGTGTCTGTCCCQUlGGAftAAI^ 

• * 



^^Jif^^" L y s ^ s ^ L y s Gl^tGlyGlnValGluIleSerSetCysTl^ 
29S TGCCTau^TGCrCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCACGTGGAGATCTCTTCTTGCA^ 




i?2 ^5^^S ll ^ T ^ V ^ CysT ^^ sAlaG1 yP h ^eLeuA^gGluAsnGlu 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGOUXTGCCAT^^ 

J?2 ^™^^^ er ^ nC y sL y sL y sS «^uGluCys'mrLysLeuCysLeuProGlA 

S35 TGTCTICTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAarTGGAGTG^ 

J« IleG1 ^ nVa ^y sG1 y^luAsoSe^lvfflrT ^ 

595 ATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTG 

III fi1 vT^nCvsrwirjtiSi.rT^.T^'iDt^T i ^ Y r\. M ^. rJ) ^ ' 

655 f TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGIA 



270 
895 
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Fiaur 1 (Forts.) 

• • • * • • 

310 GlnLysTrpGluAspSerMaHisLysProGlnSerl^uAspThrAspAspProMaThr 
1015 CAGAAGTGGGAGGACAGCGCCCACAA^ 

* • • • • 

330 LeuTyrMaValValGluAsnValProProLeuA^ 

• • • ♦ • « 
350 GlyLeuSerAspUlsGluUeAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyA 

1135 GGGCTGAGCGRCC^CGAGATCGAJOGGCTO 

• • • • • • 
370 AlaGlnTyrSerMetl^uMaThrTrpAri^^ 

1195 GCGCAAIACAGCATGCTGGCG^ 

• • • • • m 

390 GluLeuLeuGl yArgValLeuArgAspMetAspLonLeuGl yCy s LeuGluAsp I leGlu 
1255 GRGCIGCTGGGACGCGTGCTCCGC^^ 

• • • * • • 
410 GluAlaLeuCysGlyProMaAlaLeuProProMaProSerLeuLcuArg 

1315 GAGGOGCTTTGCGGCCOCGCCGCCCTCCCGOCOGCGOCCAGT L1 1U1 CAGATGAGGCTGC- 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGCL T I01AACCCGAC 1 1 1 1 I'T C 

1435 TGGAMGGAGGGGTCCTCCAGGGGCAAGCAGGAGCTAO 

1495 CCCTCGMGTACATAGC'l 1 1 11 rCAGCTGCCTGCGCGCCGCCGACAGTCAGCGCTGTGOG 

1555 CGCGGRGAGAGGTGC GOCGTGG GCTCTAGAGCCTGACT 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGGTGTCCT 

1675 GTTC GTC CCtGA GCCTTTTTCaCAGTQCATAA^ 

1735 GTTTTGTTTT'rAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACTCCT 

1795 CCTGGACAAGCACA1AGCAAGCTGAACTGTCCTAAGGCAGG 

1855 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTT^ 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 
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Fiqur 5 
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F, ? M>> 4 



SepflapS«pUa I CyaflapSanCyaG luflapSepThrTypThrG I nleuTppflanTppUa I 
TCGGflCTCCCTGTGTGflCTCCTGTGflGGflCflGCflCflTflCflCCCflGCTCTGGflflCTGGGTT 

PpoG I uCy sLeuSepCyaG 1 ySepflpgCyaSepSepflapG I nUo I G I uThrG I nfl I aCy« 
CCCGflGTGCTTGRGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGACCflGGTGGBflBCTCflAGCCTGC 

ThpRpgG I uG I nRanRpg 1 1 eCyaThpCyaflpgPpo6 I yTppTyrCyafl I aLeuSerlua 
RCTCGGGRRCRGRRCCGCRTCTGCflCCTGCRGGCCCGGCTGGTRCTGCGCGCTGRGCRRG 

G I nG I uG I yCyaflpgLeuCy afl I aPpoLeuPpoLyaCyaflpgPpoG I yPheG I yUo I fl I a 
CflGGRGGGGTGCCGGCTGTGCGCCCCGCTGCCGRRGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGqCC 

RpgPpoG I yThpG I uThpSerflapUa I Ua I CyaLyaPpoCyafl I aPpoG I yThpPheSer 
RGRCCRGGflflCTGflflflCflTCflGRCGTGGTGTGCRRGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

flaAThpThr.SepSepThpflapl leCysflpgPpoHlaGlnl leCyaflanUalUolRlgl le 
flRCRCGflCTTCflTCCflCCGflTflTTTGCflGGCCCCflCCflGRTCTGTRflCGTGGTGGCCflTC 

PpoG I yRanfl 1 aSepflpgflapfl I aUo I CysThrSer ThrSerPpoThpflpgSepnetfl I a 
CCTGGGRRTGCRRGCRGGGRTGCRGTCTGCRCGTCCRCGTCCCCCRCCCGGRGTRTGGCC 

PpoG lyRiaUalHI aLeuPpoG I nPpoUa I SepThpflpgSerG I nH I aThrG I nProSer 
CCflGGGGCflGTflCflCTTflCCCCflGCCflGTGTCCRCflCGflTCCCflflCflCflCCCflGCCflflGT 

PpoG I uPpoSepThpfl I aPpoSepThpSepPheLeuLeuPpotletG I yPpoSerPpoPpo 
CCRGRRCCCRGCRCTGCTCCflRGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

R I aG I uG I y SepThpG 1 y RapPheR I aLeuPpoUa I G I yleu 1 1 eUa I G I yUa I Thrfl I a 
GCTGRRGGGRGCRCTGGCGRCTTCGCTCTTCCRGTTGGRCTGRTTGTtiGGTGTGRCflGCC 

^S1^«!:! U| ,aMeG 'y u <>iy«»lfl»nCyaU<il I l.liatThnGlnUallyalysLy* 
TTGGGTCTRCTRRTRRTRGGRGTGGTGRRCTGTGTCRTCRTGflCCCRGGTGRRflRflGfiRG 

* • • 

!i!iJ!£!!!:!- 6 ' nflrg6 1 ufl 1 oL « aUa 1 PpoH ' »«-euProfl I aflspLy sR I oRpgG I y 
CCCTTGTGCCTGCRGRGRGRRGCCRRGGTGCCTCRCTTGCCTGCCGRTRRGGCCCGGGGT 

RCRCRGGGCCCCGRGCRGCRGCRCCTGCTGRTCflCRGCGCCGRGCTCCflGCRGCRGCTCC 

r?^!™ rr ™™5° rfl ' ^"A'PA^Ar gfi I aProThpflrgflanG I nProG I nfl I a 
CTGGflGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGRCRGRRGGGCGCCCRCTCGGRRCCRGCCRCRGGCR 
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Ffcur 4 (Portsctzunq) 



28 1 Pr oG I yUo IGlufll aSerG 1 yRIoGl y6 lufll aflrgR I aSerThrG I ySerSorft I aflsp 

811 CCfiGGCGTCGRGCCCfiGTGGGGCCGGGGRGGCCCGGGCCflGCflCCGGCRGCTCflGCRGflT 

• • • ♦ • • 
301 S«r SerProG lyGlyHlaGI yThrG I nUa I RsnUa I ThrCy 3 1 leUol RsnUa I Cy sSer 
901 TCTTCCCCTOGTGCCCflTGOGBCCCfiCGTCflflTGTCflCCTCCflTCGTCflflCOTCTCTftGC 

• t • • • • 

321 StrSerflspH I sSer SerG I nCysSerSerG I nfl I aS«rSerThr<1et G I yAspThpAsp 

961 fiGCTCTGftCCflCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCBGCTCCflCfiflTGGGflGflCflCflGflT 

• • • • • • 

31 1 SerSarProSarG 1 uSerProLyaflapG ! uG I nUo i PpoPhaSeplyaG I uG I uCy aft la. 

1021 TCCflGCCCCTCGGflGTCCCCGHflGGflCGHGCflGGTCCCCTTCTCCflRGGBGGflflTGTGCC 

• • « • • • 

361 PheflrgSerG I nleuG I uThrProG I uThrLeuleuG I ySerThrG I uG I uLy aProltu 

1081 TTTCGGTCfiCRGCTGGflGfiCGCCflGflGflCCCTGCTGGGGflGCflCCGflflGflGflflGCCCCTG 
y • • • • • • 

381 PreLeuG I yUa I Proftapfl I oG lytletLysPpoSep 

I HI CCCCTTGGRGTGCCTGfiTGCTGGGflTGRflGCCCflGTTflflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1 20 1 CGTflGCCflflGGTGGCTGflGCCCTGGCBGGRTGRCCCTGCGflRGGGGCCCTGGTCCTTCCA 

1 26 1 GGCCCCCRCCRCTAGGRCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCflRGTTCCTCTRGTGCCCTCCRC 

1321 flGCCGCRGCCTCCCTCTGACCTGCAGGCCRAGAGCRGRGGCRGCGRGTTGTGGRRRGCCT 

1 38 1 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRRGGCTGGCTGGGCATGGACGTTCGGGGCRTGCT 

1441 GGGGCAAGTCCCTG AGTCTCTGTGACCTGCCCC6CCCRGCTGCRCCTGCCRGCCTGGCTT 

1 S01 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTnGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1 S6t TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCAGAAAACCCCAGCATCCTTTTCTGCAGAGGGGCTTTCTGG 

1621 AGRGGRGGGRTGCTGCCTGRGTCACCCflTGRRGRCRGGRCflGTGCTTCAGCCTGRGGCTG 

1681 RGRCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRGGTGGCRGCCCTGTRGGGRRCG 

1 74 1 GGGTCCTTCRRGTTRGCTCflGGflGGCTTGGflflflGCRTCflCCTCAGGCCAGGTGCAGTGGC 

1801 TCRCGCCTRTGATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGHGGCGGGTGGRTCRCCTGRGGTTRGGR 

1 66 1 GTTCGRGRCCRGCCTGGCCflflCATGGTflflflflCCCCflTCTCTRCTRflflRflTBCAGflRATTfl 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCACCTATAGTCCCAGCTACTCAGAAGCCTGAGGCTGGGAAAT 

1 98 1 CGTTTGflBCCCGGGBflGCGGflGGTTGCflGGGRGCCGAGATCflCGCCACTGCflCTCCflGCC 

2041 TGGGCGRCAGRGCGAGAGTCTGTCTCABAAGAAAAAAAAAAAGCACCGCCTCCAAAtGCT 

2101 flACTTGTCCTTTTGTACCATGGTGTGRAAGTCAGATGCCCAGAGGGCCCRGGCRGGCCflC 

2161 GflTBTTCflGTGCTGTGGCCTGGGCflflGBTflflCGCflCTTCTflflCTflGBBflTCTGCCRflTTT 

2221 TTTRRflflRAGTARGTRCCRCTCflGGCCRflCflflGCCflflCGRCflAAGCCAAACTCTGCCflGC 

228 1 CRCflTCCflflCCCCCCflCCTGCCRTTTGCRCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCflG 
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